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UPLC-MS/MS 法同时定量测定补中益气丸中的 15 种化合物 *

董乙文，李天雪，褚朝森 **
，胡玉涛

（江苏联合职业技术学院连云港中医药分院 药物研发中心，连云港  222007）

摘要　目的：建立 UPLC-MS 法同时测定补中益气丸中甘草苷、柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷、甘草素、橙皮

素、柚皮素、升麻素、黄芪甲苷、人参皂苷 Rb1、人参皂苷 Rb2、人参皂苷 Rd、人参皂苷 Rg1、甘草酸和柴胡皂

苷 a 的含量。方法：采用 Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相为 0.1% 甲酸

乙腈溶液 -0.1% 甲酸溶液，梯度洗脱；质谱离子化方式为负源电喷雾（ESI-），定量分析采用多反应离子检

测模式（MRM）。结果：各化合物在相应质量浓度范围内呈良好的线性关系，r2 值为 0.992~0.998；15 种化

合物低高浓度下的精密度 RSD 分别在 1.2%~4.56% 和 1.6%~7.4% 之间； 15 种化合物的平均加样回收率为

95.8%~104.3%，相应的 RSD 在 2.4%~8.7% 间；实际样品中 15 种成分的平均含量在 0.187~3.076 μg·丸 -1。

结论：分析一步完成，降低了分析成本，因此该方法简便、高灵敏度、高通量，是检测补中益气丸中药制剂的

可靠方法。
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中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2017）07-1228-06
doi：10.16155/j.0254-1793.2017.07.10

UPLC-MS/MS method for simultaneous determination of 15 
components in Buzhong Yiqi pills*
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（The Center for Drug Research & Development，Lianyungang College of Traditional Chinese Medicine of  

Jiangsu Province，Lianyungang 222007，China）

Abstract　Objective：To establish a UPLC-MS method for simultaneous determination of liquiritin，naringin，
hesperidin，neohesperidin，liquiritigenin，hesperetin，naringenin，cimifugin，astragalosideIV，ginsenoside 
Rb1，ginsenoside Rb2，ginsenoside Rd，ginsenoside Rg1，glycyrrhizic acid，saikosaponin in Buzhong Yiqi pills.
Methods：Agilent Zorbax Eclipse Plus C18（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）column was used．The gradient mobile 
phase consisted of water and acetonitrile both containing 0.1% formic acid．Mass spectrometer was operated using 
electrospray ionization（ESI-）source in the negative ion mode for detection．Mass data acquisition was done 
with multiple reaction monitoring（MRM）．Results：Full validation of the assay was implemented．Excellent linear
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calibration curves were obtained over the tested concentration ranges（r2，0.992-0.998）．Intra- and inter-
day precisions（RSD）of low and high quality controls were 1.2%-4.6% and 1.6%-7.4%，respectively．
The mean extraction recoveries were all between 95.8% and 104.3%，and the RSD values were 2.4%-
8.7%．In the analysis of commercial samples，the mean contents of the tested analytes were 0.187-3.076 
μg per pill．Conclusion：This method significantly reduces the analysis cost．This new，reliable and 
high throughput method is beneficial for quantification assays of multiply components in Buzhong Yiqi  
pills.
Keywords：Buzhong Yiqi pil ls；l iquiri t in；naringin；hesperidin；neohesperidin；l iquiri t igenin；
hesperetin；naringenin；cimifugin；astragaloside IV；ginsenoside；glycyrrhizic acid；saikosaponin；UPLC- 
MS/MS

补中益气丸由黄芪、白术、陈皮、升麻、柴胡、人

参、甘草和当归组成，黄芪为君药，该复方主治脾虚

气陷证，具有抗溃疡、调节免疫、抗肿瘤及抗胃黏膜

损伤等功效［1-2］。中药的药理药效是多种有效组分

协同作用的结果，制剂的质量评定应是多种组分的

考察。现代研究表明，补中益气丸中有效成分很多，

如陈皮和甘草中的黄酮类，具有抗炎症、抗氧化、心

血管保护等生物活性［3-4］；人参和柴胡中的皂苷类

具有神经保护、抗肿瘤等功效［5-6］。这些化合物含

量的同时分析在相关文献报道［2，7-10］中并未涉及，

现行标准只采用 HPLC 法对黄芪甲苷进行定量测

定，亦不能有效地控制药品的内在质量［11］。近年

来 LC-MS 法已成为一种多成分微量分析的重要方

法，尤其是超高效色谱（UPLC）分离技术的应用，

使得高通量分析成为可能［12-13］。鉴于补中益气

丸中多指标成分精确定量测定方法的研究尚未见

报道，本文采用 UPLC-MS 法同时检测补中益气丸

复方中 15 种指标成分，为该制剂的质量控制提供 
参考。

1　仪器与材料

Agilent 1290 Infinity-6460 QqQ LC-MS/MS 联

用 仪（色谱工作站：MassHunter B.04.00，美国 Agilent 
公司），十万分之一电子分析天平（Mettler Toledo 
AB135-S 型），万能粉碎机（北京中兴伟业仪器有限

公司）。Zorbax Eclipse Plus C18 色谱柱（填料：十八烷

基硅烷键合硅胶；100 mm×2.1 mm，1.8 μm；Agilent 
公司）。

甘草苷（批号 20151031）、柚皮苷（批号 20150512）、橙
皮苷（批号 20150622）、新橙皮苷（批号 20150622）、
甘草素（批号 20150730）、橙皮素（批号 20150510）、

柚皮素（批号 20150512）、升麻素（批号 20150129）、
黄 芪 甲 苷（批 号 20151122）、人 参 皂 苷 Rb1（批

号 20150821）、人 参 皂 苷 Rb2（批 号 20150811）、人

参皂苷 Rd（批号 20150427）、人参皂苷 Rg1（批号

20150427）、甘草酸（批号 20151031）、柴胡皂苷 a（批

号 20150923）和内标（IS）黄芩苷（批号 20150905）
对照品均由南京泽朗生物科技有限公司提供，对照

品经 HPLC 峰面积归一化法检测纯度均在 98% 以

上。甲醇、乙腈为色谱纯（Merk 公司），甲酸为色谱

纯（Tedia 公司），超纯水经过 Milli-Q 系统纯化制备，

其余试剂均为分析纯，购自国药集团。黄芪、白术、陈

皮、升麻、柴胡、人参、甘草和当归购买自亳州中药材

公司，6 批补中益气丸由江苏省连云港中医药高等职

业技术学校中药饮片厂制作，批号分别为 20151208、
20151214、20151220、20151224、20151229、20160107。
8 味药材等量制丸，丸重（180± 20） mg，每丸共含生药 
3.206 mg。
2　方法与结果

2.1　仪器条件

色谱柱为 Agilent Zorbax Eclipse Plus C18（100 mm× 
2.1 mm，1.8 μm）；体积流量 0.4 mL·min-1；进样量

5 μL；柱温 35 ℃ ；流动相为 0.1% 甲酸乙腈溶液

（A）-0.1% 甲酸溶液（B），梯度洗脱程序：0~4 min，
15% → 25%A；6~10 min，45% → 55%A；12~15 min，
70% → 85%A。平衡时间为 5 min 。

电离方式为负离子模式（ESI-）；多反应离子检

测模式（MRM）。毛细管电压 4.5 kV；离子源温度

120 ℃ ；脱溶剂温度 320 ℃ ；脱溶剂气体（N2）体积

流量 600  L·h-1。各成分的检测离子的质荷比，锥孔

能量见表 1。



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cn药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(7)        ·1230· 

表 1　十五种化合物的 MRM 质谱参数，线性范围，r2 和定量下限

Tab. 1　MRM parameters，linear ranges，coefficient of determinations（r2）and LLOQ for 15 analytes

化合物

（compound）

母离子质量数

（Q1）/
（m/z）

子离子质量数

（Q3）/
（m/z）

碰撞能量

（CE）/
eV

线性范围

（linear range）/
（ng·mL-1）

r2 LLOQ/
（ng·mL-1）

甘草苷（liquiritin） 417.0 254.9 14 2~2 000 0.994 5

柚皮苷（naringin） 579.0 270.9 28 10~2 500 0.993 25

橙皮苷（hesperidin） 609.0 300.9 25 15~3 000 0.995 30

新橙皮苷（neohesperidin） 609.0 300.9 30 15~3 000 0.994 30

甘草素（liquiritigenin） 255.0 118.9 16 4~2 000 0.996 20

柚皮素（hesperetin） 271.0 150.8 12 2~2 000 0.997 10

橙皮素（naringenin） 301.1 164.0 17 2~2 000 0.995 10

升麻素（cimifugin） 307.0 259.0 28 5~2 000 0.997 25

黄芪甲苷（astragaloside IV） 830.0 830.0 0 15~2 000 0.992 30

人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1） 1 107.3 620.9 55 10~2 500 0.994 25

人参皂苷 Rb2（ginsenoside Rb2） 1 077.3 783.1 65 10~2 500 0.993 25

人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd） 945.4 620.8 55 10~2 500 0.992 25

人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1） 799.3 653.3 46 10~2 500 0.993 25

甘草酸（glycyrrhizic acid） 821.3 350.9 44 15~3 000 0.995 30

柴胡皂苷 a（saikosaponin a） 779.3 439.3 65 10~2 500 0.994 25

2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品溶液　分别精密称取各对照品 10 mg，
单独以纯甲醇溶解并定容，制成质量浓度分别为 
1.0 mg·mL-1 对照品储备液；分别精密量取适量储备

液混合置容量瓶中，以甲醇稀释，制得系列混合对照

品溶液，避光 4 ℃保存。内标黄岑苷对照品溶液，加

甲醇稀释至质量浓度为 500 ng·mL-1。

2.2.2　供试品溶液　取补中益气丸 10 粒，精密称定

质量，按 1︰10 比例加入纯水，水浴回流 1 h，称定质

量，用纯水填补损失的质量，重复两次提取。避光保

存，临用前 12 000 r·min-1 离心 10 min，取上清液作

为供试品溶液。

2.3　线性关系考察

所测成分的定量下限（LLOQs）要求信噪比 S/N ＞

10，6 次进样的峰面积精密度的 RSD ≤ 15%。根据

预实验的样品含量范围考察，选择 7 个浓度的混合

对照品溶液在 3 d 内每天重复进样（n=3），分别计算

各成分的平均峰面积与相应内标的平均峰面积的比

值 Y，以比值 Y 对进样质量浓度 X（ng·mL-1）进行线

性回归，得回归方程。15 种主要成分回归方程线性

范围、相关系数（r2）、LLOQs 见表 1，批号 20151229 样

品的 MRM 离子图见图 1。结果表明，各化合物在相

应质量浓度范围内呈良好的线性关系（r2 为 0.992~ 
0.998）。
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A. 甘草苷（liquiritin）　B. 柚皮苷（naringin）　C. 橙皮苷（hesperidin）　D. 新橙皮苷（neohesperidin）　E. 甘草素（liquiritigenin）　F. 橙皮素（hesperetin）

　G. 柚皮素（naringenin）　H. 升麻素（cimifugin）　I. 黄芪甲苷（astragaloside IV）　J. 人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1）　K. 人参皂苷 Rb2（ginsenoside Rb2）

L. 人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd）　M. 人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1）　N. 甘草酸（glycyrrhizic acid）　O. 柴胡皂苷 a（saikosaponin a）

图 1　15 种化合物的样品 MRM 质谱图

Fig. 1　Typical MRM chromatograms of the 15 compounds from a real sample

2.4　精密度试验

取质量浓度为 20 ng·mL-1（低浓度）和 1 000 
ng·mL-1（高浓度）混合对照品溶液，连续进样 6 次，

测定各化合物的峰面积与内标峰面积比值 Y，计
算得 15 种化合物低高浓度下的 Y 的 RSD 分别在

1.2%~4.6% 和 1.6%~7.4% 之间。

2.5　重复性试验

按“2.2.2”项供试品溶液制备方法平行制备 6 
份供试品溶液，分别测定，样品中甘草苷、柚皮苷、橙

皮苷、新橙皮苷、甘草素、橙皮素、柚皮素、升麻素、
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表 2　不同批次补中益气丸中 15 种主要成分的量（n=3）

Tab. 2　Contents of 15 main components in BZYQ pills of different batches 

化合物（compocent） 
批号（batch） 平均含量

（mean content）/
μg per pill20151208 20151214 20151220 20151224 20151229 20160107

甘草苷（liquiritin） 2.387 2.617 2.396 2.502 2.403 2.421 2.454

柚皮苷（naringin） 1.125 0.952 1.078 1.109 0.948 1.187 1.066

橙皮苷（hesperidin） 4.213 3.656 3.578 4.024 4.112 3.741 3.887

新橙皮苷（neohesperidin） 0.745 0.905 0.951 0.981 0.843 0.788 0.868

甘草素（liquiritigenin） 0.441 0.467 0.487 0.476 0.498 0.466 0.472

橙皮素（hesperetin） 0.677 0.706 0.676 0.776 0.877 0.891 0.762

柚皮素（naringenin） 0.602 0.542 0.528 0.614 0.621 0.612 0.587

升麻素（cimifugin） 2.055 2.06 1.678 1.789 1.945 1.828 1.892

黄芪甲苷（astragalosideIV） 2.785 2.688 3.325 3.282 2.964 3.414 3.076

人参皂苷 Rb1（ginsenoside Rb1） 1.378 1.274 1.087 1.256 1.352 1.228 1.264

人参皂苷 Rb2（ginsenoside Rb2） 0.589 0.568 0.678 0.668 0.643 0.705 0.642

人参皂苷 Rd（ginsenoside Rd） 0.205 0.309 0.247 0.221 0.259 0.282 0.253

人参皂苷 Rg1（ginsenoside Rg1） 0.078 0.205 0.215 0.198 0.236 0.192 0.187

甘草酸（glycyrrhizic acid） 2.465 2.881 3.195 3.053 2.694 2.552 2.806

柴胡皂苷 a（saikosaponin a） 0.245 0.287 0.205 0.487 0.531 0.487 0.374

黄芪甲苷、人参皂苷 Rb1、Rb2、Rd、Rg1、甘草酸和

柴胡皂苷 a 含量的 RSD 分别为 1.4%、1.2%、1.2%、

0.96%、1.5%、1.5%、1.7%、1.6%、0.74%、2.3%、2.1%、

1.5%、2.2%、0.53% 和 1.4%，结果表明该方法重复性 
良好。

2.6　稳定性试验

取精密度试验项下的混合对照品溶液，自配制后

第 0、2、4、8、12、24、48 h 依次进样，分别测定，结果

低浓度下甘草苷，柚皮苷，橙皮苷，新橙皮苷，甘草素，

橙皮素，柚皮素，升麻素，黄芪甲苷，人参皂苷 Rb1、

Rb2、Rd、Rg1，甘草酸和柴胡皂苷 a 的 RSD 分别为

2.8%、1.6%、2.2%、1.0%、2.2%、3.0%、0.81%、1.7%、

2.0%、3.3%、3.1%、4.9%、2.5%、2.0%、3.8%，高 浓 度

下的 RSD 在 0.96%~4.5% 间，结果表明供试品溶液

在 24 h 内稳定。

2.7　加样回收率试验

取已测定的补中益气丸（批号 20160107）10 粒，

精密加入高、低 2 种质量浓度的各成分混合对照品适

量，每组平行 3 份，按供试品溶液配制方法操作，测

定各成分的量，计算回收率。结果甘草苷，柚皮苷，橙

皮苷，新橙皮苷，甘草素，橙皮素，柚皮素，升麻素，黄

芪甲苷，人参皂苷 Rb1、Rb2、Rd、Rg1，甘草酸和柴胡

皂苷 a 的平均回收率分别为 96.6%、96.7%、103.5%、

104.3%、98.2%、97.2%、98.1%、102.5%、97.3%、

95.8%、96.8%、96.7%、97.0%、98.4% 和 103.8%，对应

的 RSD 在 2.4%~8.7% 间。

2.8　样品测定

6 批补中益气丸样品，按照“2.2.2”项方法处理，

每个批次制备 3 份供试品，进行分析，内标法计算。

结果每粒补中益气丸含甘草苷，柚皮苷，橙皮苷，新

橙皮苷，甘草素，橙皮素，柚皮素，升麻素，黄芪甲苷，

人参皂苷 Rb1、Rb2、Rd、Rg1，甘草酸和柴胡皂苷 a 的

平均含量分别为 2.454、1.066、3.887、0.868、0.472、
0.762、0.587、1.892、3.076、1.264、0.642、0.253、
0.187、2.806 和 0.374 μg·丸 -1，见表 2。
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3　讨论

近几年对中药多成分同时定量检测的质量控制

显得尤为重要。本实验采用 UPLC-MS 所建立的方

法，可同时测定补中益气丸中的 15 种生物活性物质，

该方法操作简单、快速，1 次测定就能较全面地反映

所含 8 种药材的质量。

根据化合物的理化性质和色谱行为，比较了以

甲醇、乙腈与水、甲酸水、磷酸水构成的洗脱系统。结

果表明，以甲醇 - 水或酸水为系统各成分的分离效

果不理想，乙腈 - 磷酸水系统色谱峰的对称性不好，

经优化后的乙腈 - 甲酸 - 水系统各成分的分离效果

较好，各色谱峰的分离度和理论塔板数均符合要求。

超高效色谱柱 Zorbax SB-C18、Zorbax Eclipse Plus C18

和 Zorbax Eclipse XDB 进行分析，以比较色谱峰形和

分离度，结果显示 Zorbax Eclipse Plus C18 分离效果

最好，分析时间最短。根据各化合物直接进样质谱

仪后的全离子质谱图，15 种分析物和内标在负源模

式都有很高的响应，虽然柚皮苷、橙皮苷、新橙皮苷

和甘草酸在质谱正离子源响应较负源强，但一次分

析过程中质谱正负源转化或同时使用的扫描模式会

影响定量灵敏度，所以综合考虑选择质谱负离子源 
模式。

本实验对补中益气丸中 15 种主要生物活性成分

进行定量分析，建立的 UPLC-MS 方法简单快速，灵

敏度高，为补中益气丸的制剂质量控制提供了参考，

同时，也为临床检测富含 15 种化合物的中药制剂提

供了良好的检测手段。
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